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Beschreibung

[0001] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein
Verfahren zur Praparation von Plasmid-DNA fiir die
Gentherapie aus Mikroorganismen.

[0002] Beider Praparation von Zellinhaltsstoffen, ins-
besondere von Nucleinsauren, stellt sich oft das Pro-
blem, die aufgeschlossenen natirlichen Quellen, aus
denen diese Inhaltsstoffe stammen, von den geldsten
Stoffen zu trennen. Ublicherweise erfolgt die Abtren-
nung der Zellen oder Zelltrimmer mittels Zentrifugation,
wobei sich die Zelltrimmer oder Zellen als Pellet im
Zentrifugationsrohrchen abscheiden. Die gelésten In-
haltsstoffe finden sich dann im Uberstand und kénnen
pipettiert werden. Bei der Praparation von Nucleinsau-
ren zur Abtrennung der aufgeschlossenen Zellen oder
deren Bruchstiicke konnten sich einfache Filtrationsver-
fahren nicht durchsetzen, da die Zelltrimmer entweder
durch die zu grobporigen Filter durchlaufen und somit
fur Tribungen und Verunreinigungen im Filtrat sorgen
oder bei Verwendung von Filtern mit entsprechend en-
gen Poren es jedoch zwangslaufig zur Verstopfung der
Filter kommt, so daf} eine sinnvolle Praparation der Zell-
inhaltsstoffe nicht mehr mdoglich ist.

[0003] Der vorliegenden Erfindung liegt mithin das
Problem zugrunde, ein Verfahren bereitzustellen und ei-
ne Vorrichtung zu schaffen, mit deren Hilfe Zentrifuga-
tionsschritte zur Praparation von Zellinhaltsstoffen aus
natlrlichen Quellen, wie Zellen, vermieden werden kon-
nen durch einfacher zu handhabende Filtrationsschritte.
[0004] Das der Erfindung zugrundeliegende techni-
sche Problem wird geldst durch ein Verfahren geman
den Merkmalen des Anspruchs 1. Die sich daran an-
schlieBenden Unteranspriiche betreffen bevorzugte
Ausfiihrungsformen des erfindungsgemafien Verfah-
rens.

[0005] Um Inhaltsstoffe aus Zellen zu isolieren, wer-
den diese Ublicherweise zunachst aufgeschlossen. Bei
der Praparation von Nucleinsduren missen die Zellen
beispielsweise zunachst durch die Verwendung von En-
zymen, wie z. B. Proteinase K, Lysozym und Detergen-
zien wie SDS, Brij, Triton X 100, Tween 10, DOC und
Chemikalien wie Natriumhydroxid, Guanidin-Hydro-
chlorid und Guanidin-Isothiocyanat aufgeschlossen
werden. Die Zellbruchstiicke werden durch Zentrifuga-
tion sedimentiert und der Uberstand dekantiert oder
abpipettiert und anschlieRend durch eine Chromatogra-
phie oder Extraktion mit Phenol oder Chloroform und ei-
ner Alkoholféllung gereinigt. Maniatis; Current Protocols
in Molecular Biology, Ausubel, F.M. et al., eds. (1991)
Wiley Interscience, New York; Birnboim H.C. and Doly,
J. (1979) A Rapid Alkaline Extraction Procedure for
Screening Recombinant Plasmid DNA. Nucl. Acids Res.
7, pp 1513 - 1522.

[0006] Diese Zentrifugation in einer in Laboratorien
Ublichen Zentrifuge, z. B. Heraeus Biofuge GL, Beck-
mann GS6 dauert zwischen 15 min und 2 h bei 3.000
rpm bis 20.000 rpm, je nach Anwendungsfall und Parti-
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kelgréRe der Zellbruchstiicke. Daraus ergibt sich, dal
bei grolRen Probenzahlen die Zentrifugation einen gro-
Ren Personalaufwand und Zeitverluste bedeutet. Es ist
daher wiinschenswert, ein einfaches und schnelles Ver-
fahren zur Entfernung der Zellbruchstiicke zur Verfu-
gung zu haben.

[0007] Die bisher verfiigbaren Filtermaterialien und
Filtrationsmethoden haben sich in Vorversuchen nicht
zur Abtrennung dieser biologischen Zelltrimmer geeig-
net. Sterilfilter aus z. B. Nylon oder Celluloseacetat mit
Porengréfen von 0,2 um oder 0,45 um verstopfen sofort
und besitzen keine Kapazitat, eine gréRere Menge an
Zellbruchstucken zurlckzuhalten. Diese Filter eignen
sich lediglich zur Filtration von Flissigkeiten mit einem
nur sehr geringen Feststoff oder zelluldaren Kontamina-
tionen.

[0008] Das erfindungsgemale Filtrationsverfahren
zur Praparation von plasmid-DNA fiir die Gentherapie
aus Mikroorganismen geht davon aus, daf die Mikroor-
ganismen mittels Enzymen, Chemikalien oder Deter-
genzien aufgeschlossen werden. Der Aufschlufd wird fiir
mindestens 1 minute ruhen gelassen. Der resultierende
Aufschlufd passiert dann eine Filterschicht aus geschiit-
tetem Diol-Silicagel, Diol Diatomeenerde und/oder Diol-
Perlite. Die aus der Filterschicht austretende Fraktion
wird danach aufgefangen und anschlieBend die Nu-
cleinsdure aus der aufgefangenen Fraktion isoliert und
gereinigt.

[0009] Insbesondere mit einer geschiitteten Filter-
schicht aus Silicagel mit einer PartikelgroRe von 15 - 30
um lassen sich Zellbruchstlicke erfolgreich und ohne
Verstopfen des Filters zurlickhalten und es kann ein kla-
res Lysat erhalten werden.

[0010] Die Filterschichten sind so modifiziert, daf3 kei-
ne Affinitdt zu Nucleinsduren besteht.

[0011] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kann
der Flul} der Probe durch die Filterschicht durch Anle-
gen eines Uberdrucks oder Unterdrucks erleichtert wer-
den. Durch die Konfiguration der Porengré3e der Filter-
schicht ist jedoch auch ein Durchgang der zu filtrieren-
den Probe durch die Filterschicht, getrieben durch die
Schwerkraft, moglich. Desweiteren kann auch, zur Be-
schleunigung des Passierens der Probe durch die Filt-
erschicht, die Probe durch Zentrifugation durch die Fil-
terschicht beférdert werden.

[0012] Die Filterschichten weisen PartikelgréRen zwi-
schen 5 um und 100 um auf. Die besonders bevorzugte
Filterschicht ist modifizierte Diol-Diatomeenerde mit
FlieRwerten von 0,1 bis 15 Darcy.

[0013] Das erfindungsgemalfe Verfahren ist zur Pra-
paration von Plasmid-DNA aus E. coli, Hefe oder euka-
ryontischen Zellen oder genomischer DNA aus Blut
oder Zellen mit einer Gréf3e von 1 bis 50 Kb geeignet.
Das erfindungsgemafRe Verfahren ist geeignet Plas-
mid-DNA zur Gentherapie, zu reinigen.

[0014] Der Uberdruck auf der Seite vor der Passage
durch die Filterschicht wird vorzugsweise mittels eines
Kolben durchgefihrt.
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[0015] Vorzugsweise schliel3en sich an die Filtrierung
weitere Aufarbeitungsschritte, wie Trennung an Anio-
nenaustauschern und/oder Adsorption und Desorption
von anderen mineralischen Tragern an.

[0016] Eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des Ver-
fahrens besteht aus einem Hohlkdrper, in dem die Filt-
erschicht angeordnet ist. Die Filterschicht ist vorzugs-
weise zwischen zwei Fixierungseinrichtungen angeord-
net. Als Hohlkdérper kommt inbesondere ein Spritzen-
korper in Betracht.

[0017] In einer bevorzugten Ausflihrungsform des er-
findungsgemaRen Verfahrens werden gleichzeitig meh-
rere Proben aufgearbeitet und durch entsprechende
Vorrichtungen, die in vorteilhafter Weise an Mikrotitrati-
onssysteme adaptiert sind, geflhrt.

[0018] Eine geeignete Vorrichtung zur Durchfiihrung
des erfindungsgemafen Verfahrens besteht aus einem
vorzugsweise zylindrischen Hohlkdrper mit Einla®- und
AuslalRéffnung sowie einer Filtrationseinrichtung, die im
Hohlkdérper angeordnet ist. Zur Fixierung der Filtrations-
einrichtung kénnen Ubliche Befestigungsmittel dienen,
wie beispielsweise Verklebungen oder aber auch Fixie-
rung durch Reibungskrafte, indem die Filtrationseinrich-
tung im Hohlkérper eingeklemmt ist.

[0019] Die Vorrichtung besteht aus mindestens einer
Filterschicht mit gleicher PorengréRRe in Richtung der
AuslaRoéffnung 60 gesehen. Die Figur 1 zeigt eine be-
sonders bevorzugte Variante der Vorrichtung, indem im
vorzugsweise zylindrischen Hohlkérper 40 die Filtrati-
onseinrichtung 70 aus einer Schicht gestaltet ist. Die
PartikelgréRe der Filterschicht liegt im Bereich von 5 um
bis 500 um bei einer gesamten Dicke der Filterschicht
von 0,1 bis 200 mm.

[0020] Es kann vorteilhaft sein, eine zusatzliche
Schicht 23 in dem Hohlk&rper 40 anzuordnen, und zwar
oberhalb und/oder unterhalb der Schicht 20, die ein vor-
zeitiges Eindringen der zu filtrierenden Lésung in den
Filter oder das Austreten der Lésung aus der erfin-
dungsgemalen Vorrichtung verhindert.

[0021] Esist jedoch moglich, die Schicht 20 als por6-
se, hydrophobe Schicht auszubilden. Ist die hydropho-
be Trennschicht 23 oberhalb der Trennschicht 20 ange-
ordnet, ist es vorteilhaft, wenn die PorengrofRe dieser
Trennschicht nicht kleiner als diejenige der darunterlie-
genden Schicht 20 ist. Dieses Erfordernis ist bei der an-
deren Konfiguration, wobei die hydrophobe Trenn-
schicht unterhalb der Schicht 20 angeordnet ist, nicht
so kritisch.

[0022] Vorzugsweise weist die Vorrichtung einen Kol-
ben 80 auf, Gber den ein Druck im Hohlkérper 40 auf-
gebaut werden kann, wodurch die Passage der Probe
durch die Schicht 20 beschleunigt wird.

[0023] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs-
form ist die erfindungsgemaRe Vorrichtung mit weiteren
zur Nucleinsdurepraparation notwe digen Instrumenten
kombinierbar, wie sie z.B. in der DE-A- 41 39 664 offen-
bart sind.

[0024] Die DE-A-41 27 276 offenbart Anionenaustau-
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scher, die in eine Membran eingebettet (3M Empore-
Membran) sind. Diese Systeme sind unter der Bezeich-
nung QlAwell® handelsiblich.

Beispiel 1
Synthese von Diol-Diatomeenerde

[0025] 100 g Diatomeenerde werden mit 2.000 ml 10
% Glymo (g-Glycido-Oxypropyltrimethoxsilan) in Toluol
oder Tetrachlorkohlenstoff gemischt und entgast und 6
Stunden Riickflul gekocht.

[0026] Die entstandene Epoxy-Diatomeenerde wird
abgesaugt und mit Toluol und anschlieRend Methanol
und Wasser gewaschen.

[0027] Zur Herstellung der Diol-Form wird die Epoxy-
Diatomeenerde mit 10 mM H,SO,/Wasser 3 h unter
Ruickflul gekocht.

[0028] Die entstandene Diol-Diatomeenerde wird
griindlich mit Wasser gewaschen und getrocknet.
[0029] Die getrocknete Diol-Diatomeenerde wird di-
rekt zur Filtration eingesetzt. Die Diol-Diatomeenerde
kann durch andere Synthesevorschriften, wie sie in der
Literatur beschrieben werden, synthetisiert werden.

Filter fir Fermenter Kulturen

[0030] Eine ca. 2.000 ml Chromatographiesaule
(10cm x 25cm) wird am unteren Ende mit einer passen-
den 50 um PE-Fritte oder einem Nylon-Netz verschlos-
sen und 5 cm hoch mit Diol-Diatomeenerde gefiillt. Die
Diol-Diatomeenerde wird mit einem sehr groben Filter-
tuch (ca. 150 - 200 um) abgedeckt. 2 Liter E. coli Zell-
Lysat (Hergestellt aus Lyse von 1 vol. E. coli Zellen in
TE mit 1 vol. 0,1 M NaOH/1 % SDS und Neutralisation
mit 1 vol. 3M Kalium-Acetat, pH 4.5) werden in die Fil-
tersaule gefullt und 15 Min. ruhen gelassen. Das Filtrat
wird durch die untere Saulendéffnung mit einer Schlauch-
pumpe abgepumpt und direkt durch eine Anionenaus-
tauscher-Chromatographieséaule mit DEAE-Sepharose
FF (Pharmacia) geleitet.

Beispiel 3 (nicht erfindungsgeman)

[0031] Eine 15 ml PE-Einmalspritze (Durchmesser:
1,5 x 15 cm) wird nach Abbildung 1 unten mit einer po-
résen 50 um PE-Fritte verschlossen und 1 cm hoch mit
15 - 25 um Silicagel gefillt und oben wiederum mit einer
50 um Fritte verschlossen. Eine 100 ml E.coli Zellkultur
wird abzentrifugiert und in 5 ml TE-Puffer (10 mM Tris,
1 mM EDTA, pH 7.5) resuspendiert und durch Zugabe
von 1 Vol. 0,1 M NaOH / 1 % SDS lysiert. Die Zell-Lyse
wird durch Zugabe von 1 Vol. 3 M Kaliumacetat, pH 4,8
gestoppt und das Zell-Lysat inklusive der ausgefallenen
Proteine, K-Dodecylsulfat, genomische DNA und Zell-
bruchstlicke in die Filtersdule gefillt. Das Zell-Lysat ruht
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10 min, wobei die leichteren Zellbruchstlicke, Proteine
und das ausgefallene KDS nach oben steigen. Diese
Inkubation verhindert ein vorschnelles Verstopfen der
Filterschicht mit den Zellbruchstiicken und erhéht somit
die Schmutzaufnahme und Riickhaltekapazitat der Filt-
erschicht um das Mehrfache. Mit einem Kolben wird das
Filtrat durch die Silicagelschicht gedriickt. Das klare Fil-
trat kann anschlieBend sofort einer weiteren Nuclein-
saurereinigung Uber Anionenaustauscher-Chromato-
graphie, Gelfiltration oder einer Fallung mit Alkohol un-
terzogen werden.

[0032] Die Filterschicht mitden Zellbruchstiicken wird
verworfen.

Patentanspriiche

1. Filtrationsverfahren zur Praparation von Plas-
mid-DNA fir die Gentherapie aus Mikroorganis-
men, wobei

* die Mikroorganismen mittels Enzymen, Chemi-
kalien oder Detergenzien aufgeschlossen wer-
den,

e der Aufschluss flir mindestens eine Minute
ruht,

e der resultierende Aufschluss eine Filterschicht
aus geschuttetem Diol-Silicagel, Diol-Diato-
meenerde und/oder Diol-Perlite passiert,

e die aus der Filterschicht austretende Fraktion
aufgefangen wird und

¢ anschlieRend die Plasmid-DNA aus der aufge-
fangenen Fraktion isoliert und gereinigt wird.

2. \Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Filterschicht
aus Diol-Diatomeenerde mit FlieBwerten von 0,1
bis 15 Darcy besteht.

3. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche
1 und/oder 2, wobei die Filterschicht in einem Hohl-
kérper zwischen zwei Fixierungseinrichtungen an-
geordnet ist.

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche
1 bis 3, wobei die Filterschicht in einem Spritzen-
kérper zwischen zwei Glas- oder Kunststofffritten
angeordnet ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei
ein Uberdruck auf der Seite vor der Passage durch
die Filterschicht mittels eines Kolben oder ein Un-
terdruck auf der Seite der Filterschicht, die nach der
Passage liegt ausgelbt wird.
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Claims

1. A filtration process for the preparation of plasmid
DNA for gene therapy from microorganisms, where-
in

* the microorganisms are digested by enzymes,
chemicals or detergents,

» the digest rests for at least one minute,

e theresulting digest passes through afilter layer
of poured diol-silicagel, diol-diatomaceous
earth and/or diol-perlite,

» the fraction flowing out of the filter layer is col-
lected and

* subsequently the plasmid DNA is isolated from
the collected fraction and purified.

2. The process according to claim 1, wherein the filter
layer consists of diol-diatomaceous earth having
flow values from 0.1 to 15 Darcy.

3. The process according to at least one of claims 1
and/or 2, wherein the filter layer is located in a hol-
low body between two fixing devices.

4. The process according to at least one of claims 1
to 3, wherein the filter layer is located in a syringe
body between two glass or plastic frits.

5. The process according to any one of claims 1 to 4,
wherein a piston exerts an overpressure on the side
upstream of the passage through the filter layer or
areduced pressure is exerted on the side of the filter
layer downstream of the passage.

Revendications

1. Procédé de filtration pour la préparation d'ADN
plasmidique destiné a la thérapie génique a partir
de microorganismes, dans lequel

- les microorganismes sont attaqués a l'aide
d'enzymes, de produits chimiques ou de déter-
gents,

- on laisse reposer le produit obtenu pendant au
moins une minute,

- on fait passer le produit résultant a travers une
couche filtrante constituée de diol-gel de silice,
de diol-terre de diatomées et/ou de diol-perlite,

- lafraction sortant de la couche filtrante est re-
cueillie et

- ensuite, I'ADN plasmidique est isolé a partir de
la fraction recueillie, et purifié.
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Procédé selon la revendication 1, dans lequel la
couche filtrante est constituée de diol-terre de dia-
tomées ayant un coefficient d'écoulement compris
entre 0,1 et 15 darcy.

5
Procédé selon au moins une des revendications 1
et/ou 2, dans lequel la couche filtrante est disposée
dans un corps creux entre deux dispositifs de fixa-
tion.
10
Procédé selon au moins une des revendications 1
a 3, dans lequel la couche filtrante est disposée
dans un corps de seringue entre deux couches de
fritte de verre ou de matiére plastique.
15
Procédé selon une des revendications 1 a 4, dans
lequel une pression est exercée en amont du pas-
sage a travers la couche filtrante a I'aide d'un piston
ou une dépression est exercée du cété de la couche
filtrante qui est en aval du passage. 20
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